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Abstract 
With cryopreservation of biological material comes a series of harmful processes. One of these 
processes is called recrystallization, where small ice crystals go together to form large crystals. To 
prevent harmful processes like recrystallization, different additives called cryoprotectants are 
added to the solution. A group of cryoprotectants called antifreeze proteins (AFP) are found in 
organisms like fish and insects living in environments where the temperature regularly drops 
below the freezing point of water. This project has examined a specific AFPs ability to enhance 
bacterial survival during cryopreservation. The specific AFP is originally found in the insect 
Rhagium Mordax (RmAFP). Only the intracellular effect of the protein is examined in this project. 
To do this, solutions with genetically modified Escherichia Coli (E. coli) expressing RmAFP were 
cryopreserved at -18 oC and -5 oC. The survival rate was compared to the survival rate of the 
control group of bacteria expressing a histidine-tag instead of RmAFP. In 57 % of the experiments, 
the survival rates of bacteria expressing RmAFP were higher than the survival rates of the control. 
This does not show a clear link between the survivability and the presence of RmAFP in E. coli. 
However, in experiments where the bacteria expressing RmAFP had the highest survival rate, it 
was increased with 72-96 % compared to the control. In experiments where the survival rate of 
the control was the highest, the increase was only 14-29 % compared to the RmAFP expressing 
bacteria. This pattern indicates a positive effect of the RmAFP but because of inconsistency, more 
experiments are required to confirm whether or not RmAFP has any effect on the survival rate. 
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Resume 
Med kryopræservering af biologisk materiale følger en række skadelige processer. En af disse 
processer kaldes rekrystallisering, hvor små iskrystaller går sammen for at danne større krystaller. 
For at undgå skadelige processer som rekrystallisering tilsættes forskellige tilsætningsstoffer, 
kaldet kryoprotektanter, til opløsningen. En gruppe af kryoprotektanter, kaldet antifryseproteiner 
(AFP), findes i organismer som fisk og insekter, der lever i miljøer hvor temperaturen jævnligt 
kommer under vands frysepunkt. I dette projekt er et specifikt AFPs evne til at øge overlevelsen af 
bakterier ved kryopræservering blevet undersøgt. Dette AFP er originalt fundet i insektet Rhagium 
Mordax (RmAFP). Kun den intracellulære effekt af proteinet undersøges i projektet. Dette blev 
gjort ved at kryopræservere genmodificerede Escherichia Coli (E. coli), der udtrykte RmAFP ved 
hhv. -18 oC og -5 oC. Overlevelsesrater for disse blev sammenlignet med en kontrolgruppe af 
bakterier, der udtrykte et histidin-tag i stedet for RmAFP. I 57 % af forsøgene blev der observeret 
en større overlevelsesrate hos bakterierne, der udtrykte RmAFP end hos kontrolgruppen. Dette 
viser ikke en klar sammenhæng mellem overlevelsen og tilstedeværelsen af RmAFP in E. coli. Dog 
blev det observeret, at i forsøg hvor bakterier, der udtrykte RmAFP havde den største 
overlevelsesrate, var denne 72-96 % højere end kontrolgruppens. I forsøg hvor kontrolgruppen 
havde den største overlevelsesrate, var denne kun 14-29 % højere end overlevelsesraten for 
bakterier, der udtrykte RmAFP. Dette mønster indikerer en positiv effekt af RmAFP, men på grund 
af inkonsistente data er flere forsøg nødvendige for at konkludere hvilken indflydelse RmAFP har 
på overlevelsesraten.  
  
Side 4 af 61 
 
Indholdsfortegnelse 
Forord ................................................................................................................................................................ 1 
Abstract ............................................................................................................................................................. 2 
Resume .............................................................................................................................................................. 3 
Indledning .......................................................................................................................................................... 6 
Teori ................................................................................................................................................................... 7 
Vands egenskaber ved nedfrysning ............................................................................................................... 7 
Isdannelse og rekrystallisering .................................................................................................................. 7 
Celleskader ved nedfrysning ...................................................................................................................... 8 
Antifryseproteiner ....................................................................................................................................... 10 
Hypotese .......................................................................................................................................................... 13 
Metode ............................................................................................................................................................ 14 
Modelorganismen ....................................................................................................................................... 14 
Plasmid med RmAFP ................................................................................................................................ 14 
Plasmid for kontrolgruppen His-tag ........................................................................................................ 15 
Plasmid for kontrolgruppen pUC57 ......................................................................................................... 16 
Kontrolgruppen uden plasmid ................................................................................................................. 16 
Valg af kontrol ......................................................................................................................................... 16 
Metode for standardforsøg ......................................................................................................................... 17 
Variation af standardforsøg ..................................................................................................................... 20 
Indledende forsøg........................................................................................................................................ 21 
Resultater ........................................................................................................................................................ 22 
Overlevelsesrater ........................................................................................................................................ 22 
Valg af kontrol ......................................................................................................................................... 22 
Forsøg med RmAFP og His-tag ................................................................................................................ 24 
Nukleationstider .......................................................................................................................................... 25 
Nukleationstider i forhold til underafkøling ............................................................................................ 25 
Nukleationstider for forsøg med RmAFP og His-tag ................................................................................ 27 
Sammenhængen mellem nukleationstid og overlevelsesrate .................................................................... 30 
Diskussion ........................................................................................................................................................ 32 
Fejlkilder og usikkerheder ........................................................................................................................... 32 
Valg af kontrol ............................................................................................................................................. 33 
Overlevelsesrater ........................................................................................................................................ 34 
Side 5 af 61 
 
Nukleationstider .......................................................................................................................................... 36 
Sammenhæng mellem overlevelsesrater og nukleationstid ....................................................................... 37 
Konklusion ....................................................................................................................................................... 39 
Referenceliste .................................................................................................................................................. 40 
Appendix .......................................................................................................................................................... 42 
Appendix A - Flowdiagram og beregninger ................................................................................................. 42 
Appendix B - Rådata og databehandling af overlevelsesrater .................................................................... 45 
Appendix C - Grafer for Nukleationstiderne ................................................................................................ 60 
Appendix D - P-værdier ............................................................................................................................... 61 
 
  
Side 6 af 61 
 
Indledning  
Forskellige typer af biologisk materiale, herunder blod, sæd og stamceller, kan kryopræserveres, 
hvilket er defineret som nedfrysning af organisk materiale, der efterfølgende kan optøs og 
anvendes (Fuller et al., 2004; Pegg, 2015). Fordelen ved at kryopræservere biologisk materiale er, 
at levetiden forlænges. Anvendelsesmulighederne bliver derfor flere, da en eventuel begrænset 
opbevaringstid bliver en mindre problemstilling. Ulempen ved kryopræservering af biologisk 
materiale er, at der kan opstå celleskader. For at mindske celleskader tilsættes såkaldte 
kryoprotektanter til materialet, der skal nedfryses. Der findes mange forskellige typer af 
kryoprotektanter, men fælles for dem alle er, at de øger overlevelsesraten af celler ved 
nedfrysning (Karow, 1969; Fuller et al., 2004). Antifryseproteiner (AFP) er naturlige 
kryoprotektanter, som bl.a. findes hos fisk, insekter og planter, der lever i områder, hvor 
temperaturen ofte kommer under frysepunktet (Friis et al., 2014). AFP kan sænke frysepunktet 
ved at hæmme væksten af de små iskrystaller i og udenfor cellen (Raymond & deVries, 1977). De 
små iskrystaller dannes når vandet nukleerer, og når vandet er frosset forekommer der en 
rekrystallisering hvor store iskrystaller vokser på bekostning af små iskrystaller (Meryman, 2007; 
Zumdahl & Zumdahl, 2003). Forhindres denne vækst ikke af AFP, vil der forekomme skader på 
celler, via bl.a. et osmotisk og et mekanisk stress (Fuller et al., 2004; Meryman, 2007). I dette 
projekt vil det derfor, ud fra en række forsøg, blive undersøgt om AFP, fra billen Rhagium Mordax 
(RmAFP), kan hæmme isdannelsen og rekrystalliseringen i kryopræserverede Escherichia coli (E. 
coli) bakterier, hvilket potentielt kunne øge overlevelsesraten i bakteriekulturerne. De anvendte E. 
coli bakterier er genmodificerede og udtrykker RmAFP intracellulært. Overlevelsesraten af disse 
bliver sammenlignet med overlevelsesraten for en kontrolgruppe, der udtrykker et Histidin-tag 
(His-tag). 
For at undersøge om RmAFP har betydning for overlevelsesraten, vil der blive gjort rede for 
hvordan is dannes og hvilken effekt nedfrysning har på celler. Yderligere vil det blive beskrevet 
hvordan RmAFP kan hæmme væksten af is. På baggrund af denne teori og forsøgsresultaterne vil 
det blive diskuteret om RmAFP har en effekt på overlevelsesraten af E. coli ved kryopræservering. 
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Teori 
I dette afsnit redegøres der for den teori, der ligger til grund for det eksperimentelle arbejde og de 
valg der blev foretaget. Først beskrives vands egenskaber ved nedfrysning. Dette afsnit skal give en 
generel forståelse for vands fysiske og kemiske egenskaber, overgangen fra vand til is og hvilke 
processer, der sker under overgangen, med fokus på hvordan cellen påvirkes af disse. Efterfølgende 
beskrives AFPs generelle effekt, samt RmAFPs opbygning.  
 
Vands egenskaber ved nedfrysning 
Dette afsnit vil omhandle vands fysiske og kemiske egenskaber ved overgangen fra væske til is og 
ved rekrystallisering. Yderligere vil det blive beskrevet hvordan disse, gennem et osmotisk og 
mekanisk stress, påvirker celleoverlevelse ved nedfrysning.  
 
Is kan have mange forskellige opbygninger og der kendes til 15 forskellige termodynamisk stabile 
strukturer, hvoraf den mest almindelige er type I, som yderligere opdeles i type Ih og Ic. Ih er 
kendetegnet ved at isen er opbygget i heksagoner og Ic er kendetegnet ved at være opbygget i 
kuber. Af disse to typer, er Ih den mest almindelige, da Ic primært findes ved temperaturer under -
100 oC og irreversibelt vil omdannes til Ih med tiden (Johari, 1998; Salzmann et al., 2009). Da 
forsøgene i dette projekt udarbejdes ved -18 oC og 1 atm, er det derfor kun Ih der er relevant og 
det vil blive omtalt som is gennem rapporten. 
 
Isdannelse og rekrystallisering 
Vand er hovedbestanddelen af levende systemer, idet det udgør 70 %, eller mere, af alle levende 
organismers vægt (Nelson & Cox, 2013).  
Hvorvidt vand er på flydende eller fast form afhænger af damptrykket, hvilket er en funktion af 
tryk og temperatur. I dette projekt foretages alle forsøg ved 1 atm, hvilket medfører, at vands 
frysepunkt er 0 oC. Damptrykket for vand er lavest over denne temperatur, mens damptrykket for 
is er lavest under den (Atkins, 2014).  
Vand fryser ikke altid ved dets frysepunkt. Dette skyldes et fænomen, kaldet underafkøling. Det er 
ikke nødvendigvis nok at køle vand ned til dets frysepunkt, da en særlig indbyrdes orientering 
mellem vandmolekylerne er nødvendig for, at isstrukturen kan dannes. Jo længere under 
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frysepunktet temperaturen når, jo færre vandmolekyler skal organisere sig korrekt for, at den 
første is dannes og sandsynligheden for isdannelse stiger derfor med faldende temperaturer under 
frysepunktet (Zumdahl & Zumdahl, 2003). Når vand fryser til is sker dette ved, at der dannes en 
masse små iskrystaller, hvilket kaldes nukleation (Meryman, 2007). Når vandet nukleerer, dannes 
isen hurtigt og der afgives varme, da isdannelsen er en eksotermisk proces (Zumdahl & Zumdahl, 
2003). Yderligere kan frysepunktet sænkes ved at tilsætte solutter til frysemediet. 
Frysepunktsnedsættelsen er kun afhængig af koncentrationen af solutterne og er uafhængig af 
solutternes egenskaber (Atkins, 2014).  
 
Rekrystallisering af is betegner væksten af store iskrystaller, på bekostning af mindre iskrystaller. 
De små iskrystaller, som dannes ved frysning, har ikke samme damptryk i deres overflader som 
store iskrystaller (Meryman, 2007). 
For en lille iskrystal, vil overfladens kurvatur være skarpere end i en stor iskrystal. Dette betyder et 
større damptryk, hvilket er termodynamisk ufavorabelt. Det store damptryk vil forårsage en 
overførsel af molekyler fra den lille krystal til den store krystal således, at der opstår en 
energimæssig ligevægt. På denne måde vokser den store iskrystal på bekostning af den lille. 
Rekrystallisering foregår langsommere, jo lavere temperaturen bliver, og er derfor hurtigst lige 
under frysepunktet, såfremt der i forvejen er dannet is (Meryman, 2007). 
  
Celleskader ved nedfrysning 
Celleoverlevelsen ved nedfrysning er påvirket af et mekanisk og osmotisk stress, som opstår ved 
isdannelse og rekrystallisering.   
Før væsken nukleerer er der osmotisk balance mellem cellen og væsken. Når den første is dannes, 
stiger saltkoncentrationen i væsken udenfor cellen, idet kun vandet fryser og solutterne 
ekskluderes og koncentreres i opløsningen (fig. 1). Denne ubalance medfører et osmotisk tryk, da 
vand vil bevæge sig ud af cellen, for igen at skabe osmotisk balance mellem cellen og væsken. 
Dette fortsætter under hele nukleationen, da mere og mere is dannes i takt med at det nye 
frysepunkt nås, hvilket medfører at saltkoncentrationen uden for cellen bliver større og større. 
Dette osmotiske stress kan medføre en celledød for nogle af bakterierne i opløsningen (Fuller et 
al., 2004). 
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Fig. 1: Illustration af det osmotiske tryk som cellens påvirkning af under frysning. I starten er opløsningen 
og cellen i ligevægt (tv.). Når den første is dannes stiger molaliteten i opløsningen, fordi det kun er vandet 
der fryser og solutterne eksluderes (th.). Med den forøgede molalitet i opløsningen, falder frysepunktet og 
hele opløsningen fryser derfor ikke samtidig. Den forøgede molalitet i opløsningen medfører yderligere at 
cellen afgiver noget vand til opløsningen for at genskabe den osmotiske balance (illustration af Kasper A. B. 
Hansen). 
 
 
Intracellulær is kan påføre mekanisk skade på cellen. Det er gentagende gange blevet påvist, at 
iskrystaller ikke dannes intracellulært før -40 oC, med mindre der sker underafkøling af cellen, hvor 
cytoplasmas homogene nukleationstemperatur opnås (Meryman, 2007). 
På baggrund af teori om at solutkoncentrationen stiger i takt med isdannelsen i opløsningen ses 
det, at opløsninger, indeholdende celler, har en optimal kølerate. Ved en lav kølerate, vil isen 
dannes langsomt, hvilket medfører at solutkoncentrationen forøges. Ved en høj kølerate, vil isen 
dannes hurtigere end cellen kan afgive sit vand til opløsningen, grundet den permeable barriere. 
Dette medfører at osmolalitetsgradienten over cellemembranen vil forøges som temperaturen 
falder. Yderligere vil cellens cytoplasma blive underafkølet, hvis cellen ikke når at afgive sit vand til 
omgivelserne, hvilket medfører en risiko for intracellulær isdannelse (Fuller et al. 2004). 
 
Rekrystalliseringen uden for cellen skaber et mekanisk stress på cellen. Når isen fryser dannes en 
masse små iskrystaller som cellen kan ligge imellem (fig. 2). Men når de små iskrystaller 
rekrystalliserer til store iskrystaller, vil cellen blive trykt imellem isen. Dette medfører et mekanisk 
stress på cellen, som kan resultere i celledød (Fuller et al., 2004). 
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Fig. 2: Effekt af rekrystallisering på iskrystallerne. Billederne A og B er i samme størrelsesforhold. B viser 
iskrystallerne når væsken lige er nukleeret. Over tid vil rekrystalliseringen få iskrystallerne til at vokse 
sammen, så der i sidste ende er mange store og få små iskrystaller, som vist i A (Balcerzak et al., 2014).  
 
Antifryseproteiner 
I dette afsnit vil det først blive beskrevet hvordan AFP fungerer. Herefter vil RmAFPs struktur og 
funktion blive beskrevet. I forsøgene, der indgår i dette projekt, anvendes RmAFP og derfor 
beskrives kun dette AFP.  
  
Når temperaturen er under frysepunktet fungerer AFP ved at adsorbere til overfladen af 
iskrystaller således, at væksten af is hæmmes (Raymond & deVries, 1977). Ved adsorption til 
isoverfladen sænker AFP frysepunktet, så der opstår en forskel mellem fryse- og smeltepunkt. 
Denne forskel kaldes termisk hysterese (TH) og bruges til at måle aktiviteten af AFP, som varierer 
alt efter hvilket AFP der er tale om. AFP fra fisk ændrer TH med ca. 1 oC, mens AFP fra insekter 
ændrer TH med 4-5 oC. Denne ændring i TH afhænger også af koncentrationen af AFP (Pertaya et 
al., 2008). AFP fra insekter kan have en aktivitet, som er 10-100 gange større end AFP fra fisk, og 
derfor kaldes insekt-AFP for hyperaktivt. Hyperaktiviteten hos insekt-AFP kan skyldes, at det 
binder sig til flere planer af iskrystallen, hvilket fiske-AFP ikke gør (Graham et al., 1997; Pertaya et 
al., 2008). Det, at insekt-AFP og fiske-AFP binder sig forskelligt til isen, gør at de hæmmer væksten 
af is på forskellige måder. Et eksempel på dette ses på fig. 3, som viser en model af hvordan 
henholdsvis rent vand, vand tilsat AFP fra fisk og vand tilsat AFP fra insekter nukleerer (Nada & 
Furukawa, 2012).  
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Fig. 3: Illustration af, hvordan iskrystaller vokser i vand uden AFP (tv.), hvis der er tilsat AFP fra fisk (mf.) og 
hvis der er tilsat AFP fra insekter (th.). Det ses, at vand uden AFP fryser ved Tf, hvilket er frysepunktet for 
vand, og isen vokser ud som en hexagon. Tm angiver smeltepunktet for is. Når der er tilsat AFP fra fisk, ses 
det at Tf er lavere end når AFP ikke er tilsat, derudover sker der ingen vækst af iskrystallerne fra 
nukleationen, indtil temperaturen når Tf. AFP binder sig på siderne af iskrystallen, så denne kun kan vokse 
op ad c-aksen. Ved tilsætning af AFP fra insekter, er Tf lavere end både ved tilstedeværelsen af AFP fra fisk, 
og når AFP ikke er til stede. Der vises to former af iskrystaller, én form er ved tilsætning af AFP fra 
Choristoneura fumiferana, dette AFP kaldes sbwAFP, og den anden form forekommer ved AFP fra Tenebrio 
molitor, dette AFP kaldes tmAFP. SbwAFP binder sig til de flader af iskrystallen, der ligger på c-aksen, så 
krystallen kun vokser ud til siderne, hvorimod tmAFP binder sig til fladerne således, at iskrystallen opnår en 
citron-lignende form (Nada & Furukawa, 2012).  
 
Det fremgår af fig. 3 hvordan frysepunktet (Tf) for rent vand er den samme som smeltepunktet 
(Tm). I vand med AFP fra fisk ses en forskel mellem Tf og Tm. Mellem de to temperaturer er 
væksten af is hæmmet. Når temperaturen kommer under Tf vokser krystallen i c-aksen og danner 
spidse, dobbelte pyramideheksagonaler. Dette sker på grund af måden, hvorpå AFP adsorberer til 
krystallen (Nada & Furukawa, 2012). Denne formation kan være til skade for celler, idet den spidse 
formation kan punktere cellemembranen. Ved tilsætning af AFP fra insekter er forskellen mellem 
Tf og Tm endnu større. Yderligere, når temperaturen når under Tf, vokser krystallen ikke i c-aksen, 
men i de modsatte akser. Dette giver ikke de spidse ender, og er muligvis ikke fatal for celler. 
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RmAFP består udelukkende af beta-helix struktur. Denne helix struktur indeholder et 
isbindingssted, som består af seks gentagne TxTxTxT-motifs, hvilket betyder at hver anden 
aminosyre i disse motifs består af aminosyren threonin (thr). De seks TxTxTxT-motifs er adskilt af 
aminosyrekæder, som varierer i længde og ikke indeholder nogen gentagne aminosyresekvenser. 
De seks motifs er placeret ved siden af hinanden, så de danner et beta-sheet på den ene side af 
coil strukturen og dermed udgør det flade isbindingssted (fig. 4) (Kristiansen et al., 2012). 
Isbindingstedet adsorberer til iskrystaloverfladen og hæmmer dermed yderligere vækst af isen 
(Friis et al., 2014). 
 
Fig. 4: Illustration af RmAFP. Isbindingstedet set forfra (A) mens det ses fra siderne (B og C) (Kristiansen et 
al., 2012).  
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Hypotese 
Det forventes, at RmAFP vil have en effekt på overlevelsesraten ved nedfrysningen af E. coli 
bakterier. Overlevelsesraten forventes at være større for E. coli bakterier med et RmAFP plasmid i 
forhold til dem med kontrolplasmid. Når bakteriekulturerne, med de forskellige plasmider, fryses 
ned til under frysepunktet, vil væsken i disse kulturer på et tidspunkt nukleere til små iskrystaller. 
Reskrystallisering vil forekomme, og processen vil herved skabe en vækst af store iskrystaller på 
bekostning af de små krystaller. Væksten vil formentlig blive hæmmet intracellulært i de 
bakteriekulturer med RmAFP plasmidet. Disse kulturer vil udtrykke RmAFP, der vil adsorbere til 
overfladen af iskrystallerne således, at iskrystallerne ikke yderligere vokser. Rekrystalliseringen vil 
derimod ikke blive hæmmet i bakteriekulturerne med et kontrolplasmid, da disse ikke udtrykker 
RmAFP, og herved vil cellerne blive udsat for et større mekanisk stress end dem med RmAFP 
plasmidet. Dette vil føre til en større celledød i kulturerne med kontrolplasmid sammenlignet med 
bakterier indeholdende RmAFP plasmidet.  
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Metode 
Forsøgene i dette projekt er baseret på videnskabelige metoder. Overlevelsesraten af bakterier 
med et plasmid, som udtrykker RmAFP, er blevet undersøgt og sammenlignet med en 
kontrolgruppe, som udtrykker et His-tag. I de indledende forsøg blev det undersøgt hvilken kontrol 
som var mest optimal at bruge. Herunder blev bakteriestammer med pQE-2 plasmid, som 
udtrykker et His-tag, og en stamme uden plasmid undersøgt. Gennem de indledende forsøg blev 
der løbende optimeret og udarbejdet en standardmetode, som blev benyttet i alle senere forsøg og 
omtales gennem rapporten som standardforsøg. For at optimere forsøgene er specifikke 
parametre blevet ændret. Yderligere er temperaturen i standardforsøgene blevet varieret for at 
undersøge dennes effekt på overlevelsesraten. Bakteriestammerne vil blive beskrevet i dette afsnit, 
hvor der yderligere vil være en beskrivelse af standardforsøgene samt de parametre der er blevet 
varieret. For at mindske eventuelle usikkerheder i resultaterne, er der blevet arbejdet i et sterilt 
miljø, så det kun er de bakterier der udtrykker RmAFP, samt kontrolgrupperne der er blevet målt og 
testet på. I alle forsøgene er der blevet arbejdet med genetisk modificerede organismer (GMO). 
Modelorganismen 
Bakterien, E. coli, benyttes som modelorganisme til at teste RmAFPs egenskab i forhold til at 
beskytte cellerne ved nedfrysning. Den specifikke E. coli stamme, BL21, der benyttes er udleveret 
af Dennis Friis. BL21 er designet til høj ekspression af rekombinante proteiner og har genotypen B 
F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal [malB
+]K-12 (λ
S). De behandlede E. coli kulturer er vokset i LB 
medium.  
Plasmid med RmAFP 
RmAFP genet er splejset ind i multiple cloning site (MCS) mellem de to restriktionssteder NdeI og 
HindIII i pQE-2 plasmidet (fig. 5). Lac Iq genet, i pQE-2 plasmidet, udtrykker en repressor, som 
binder til de to Lac operatorer og på den måde hæmmes transskriptionen af RmAFP. Repressoren 
har en allosterisk side som allolaktose kan binde sig til. Når allolaktose er bundet til denne side, 
ændrer proteinet struktur, og har ikke særlig høj bindingsaffinitet for operatoren. RNA 
polymerasen kan nu transskribere gensekvensen, så RmAFP bliver udtrykt, og genet siges at være 
“turned on” (Nelson & Cox, 2013). En analog til laktose, isopropyl β-D-1-thiogalaktopyranosid 
(IPTG), der ligner allolaktose, kan også binde sig til lac repressoren. I modsætning til laktose, kan 
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IPTG ikke hydrolyseres af bakteriens β-galactosidase enzymer. Koncentrationen af IPTG vil ikke 
falde, og gensekvensen med RmAFP, vil kontinuerligt blive udtrykt (Nelson & Cox, 2013). IPTG 
benyttes derfor i dette forsøg. pQE-2 plasmidet indeholder et gen for ampicillin resistens og kan 
derfor vokse i LB medium tilsat ampicillin (fig. 5). Dermed sikres det at BL21 stammer ikke smider 
pQE-2 plasmidet. Ydermere sikres det at kun BL21 stammer vokser på agarpladerne tilsat 
ampicillin.  
 
Fig. 5: Illustration af pQE-2 plasmidet, som indeholder repressor genet Lac Iq, ampicillin genet, Col E1 genet 
og en sekvens som RmAFP er splejset ind i, der består af PT5 promoteren, to Lac operatorer, et ribosomalt 
bindingssted (RBS), et start codon (ATG), 6 x histidin aminosyrer, et MCS hvor gensekvensen for RmAFP er 
splejset ind mellem NdeI og HindIII, og til sidst et stop codon (redigeret fra youbio, 2015).  
 
Plasmid for kontrolgruppen His-tag 
Kontrolgruppen His-tag indeholder også plasmidet pQE-2 og udtrykker i MCS følgende gensekvens 
(fig. 6): ATG AAA CAT CAC CAT CAC CAT CAC CAT ATG CAT GCG GGA GCT CAT GCG GCC GCG GGT 
ACC CAC GTG TCG ACC TGC AGC CAA GCT TAA, hvilket svarer til aminosyresekvensen Met Lys His 
His His His His His His Met His Ala Gly Ala His Ala Ala Ala Gly Thr His Val Ser Thr Cys Ser Gln Ala 
Stop. Denne aminosyresekvens koder ikke for et funktionelt protein.  
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Fig. 6: Illustration af pQE-2 plasmidet, som indeholder repressor genet Lac Iq, ampicillin genet og Col E1 
genet. Det indeholder også en sekvens, der består af PT5 promoteren, to Lac operatorer, et ribosomalt 
bindingssted (RBS), et start codon (ATG), 6 x histidin aminosyrer, et MCS hvor en gensekvens, som ikke 
koder for et funktionelt protein, er splejset ind, og til sidst et stop codon (Youbio, 2015).  
 
Plasmid for kontrolgruppen pUC57 
I enkelte forsøg blev der benyttet en kontrolgruppe indeholdende et pUC57-plasmid, som består 
af 2710 basepar og ikke udtrykker noget protein. pUC57 indeholder genet bla, som udtrykker et 
gen for ampicillin resistens, og dermed sikres det, at kun BL21 stammer med pUC57 plasmidet 
voksede i LB medium tilsat ampicillin.   
 
Kontrolgruppen uden plasmid 
Der blev i de indledende forsøg brugt en kontrolgruppe af bakterien BL21, uden et plasmid. Denne 
kontrolgruppe havde dermed ikke noget gen for ampicillinresistens, og der blev derfor ikke tilsat 
ampicillin til det LB medium og de agarplader som de skulle dyrkes i.  
 
Valg af kontrol 
I de indledende forsøg blev det undersøgt hvilken af de omtalte kontrolgrupper der var mest 
optimal at bruge. Dette blev gjort ved at sammenligne overlevelsesraten af kontrolgruppen med 
His-tag plasmidet og kontrolgruppen uden plasmid, ved nedfrysning til -18 °C. Kontrolgruppen 
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uden plasmid vokser ikke i ampicillin og kunne derfor bruges til at undersøge om ampicillin havde 
en effekt på overlevelsesraten.  
Derudover blev IPTGs indflydelse på overlevelsen undersøgt, ved at sammenligne overlevelsen for 
to kontrolgrupper tilsat IPTG mod to kontrolgrupper der ikke fik tilsat IPTG.  
Senere blev en anden kontrol, pUC57, anvendt i forsøgene, men pga. af problemer med 
vækstraten, som gjorde at den ikke var optimal at sammenligne RmAFP med, blev denne 
kontrolgruppe fravalgt og vil ikke blive inkluderet senere i rapporten. 
Disse forsøg blev udført i overensstemmelse med metoden for standardforsøg, beskrevet i det 
følgende afsnit. 
 
Metode for standardforsøg 
I den første del af eksperimentet blev der lavet en renstrygning af bakterier med hhv. RmAFP og 
His-tag. En koloni fra hver renstrygning blev overført i hver deres glas med 40 mL LB medium. 
Herefter blev disse blandinger sat i 37 °C vandbad, indstillet til 140 RPM, hvor kulturerne skulle 
vokse natten over.  
 
Den efterfølgende dag blev den optiske densitet (OD600) for overnatskulturerne målt. Ved OD600 
måling af overnatskulturer blev der lavet en 10x fortynding i kuvetterne inden måling. Dette blev 
gjort for at undgå en usikker OD600 måling. I de indledende forsøg blev der fundet en stock 
koncentration på 300.000 bakterier pr. mL, ved OD600 på 0,3. For at sikre et fælles udgangspunkt 
for alle kulturer, blev de ufortyndede kulturer fra dagen før fortyndet over i 40 mL friskt LB 
medium således, at OD600 var ca. 0,12. Dette ville teoretisk give en OD600 på 0,3 efter to timer i 
vandbad (se appendix A for beregninger). Til de to fortyndede kulturer blev der tilsat 400 µl IPTG, 
med en stock koncentration på 100 mM, og derefter blev disse sat i vandbad, hvor de skulle stå i 
to timer og vokse. Efter to timer blev kulturernes OD600 målt igen. Hvis OD600 ikke var omkring 0,3, 
blev kulturerne fortyndet ned til dette.   
Kulturerne blev brugt til at bestemme antallet af levende celler før frys og efter frys. Derfor blev 
en del af kulturerne pipetteret over i 12 eppendorfrør, seks med RmAFP og seks med kontrol, som 
herefter blev frosset ned. Den del af kulturerne som ikke blev frosset ned, blev fortyndet 100 
gange og herefter blev der lavet en fortyndingsrække i en mikrotiterplade, hvor de to første 
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rækker var 5x fortyndinger, og de resterende seks rækker var 3x fortyndinger (fig. 7)(se 
beregninger i appendix A). Inden bakterierne blev overført fra første til anden række i 
mikrotiterpladen blev der resuspenderet tre gange, og dette blev ligeledes gjort hver gang efter, at 
bakterierne var tilføjet til en ny en række. 
 
 
Fig. 7: Afbildning af en mikrotiterplade, samt fortyndingsrække til bakterier, der ikke blev frosset ned. Til 
højre ses fortyndingsrækkens forskellige fortyndinger, tallene i parentes viser, hvordan den ønskede 
fortynding blev opnået. Tallet på venstre side af pilen angiver mængden af fortynding i µL der skulle 
overføres til hver brønd i rækken fra brønde i rækken før. Til række A blev der overført 26 µL fra 
eppendorfrør med 100x fortynding af kultur. Tallet på højre side af pilen angiver mængden af LB medium i 
µL, der allerede var i brønden. Øverst ses hvilke kulturer der kom i hvilke kolonner. Totalvolumen i alle 
brønde var 100 µL (Illustration af Kasper A. B. Hansen). 
 
Med et sterilt mikrotiter-stempel blev der lavet et aftryk, hvor ca. 5 µL kultur fra hver brønd blev 
overført til en agarplade tilsat ampicillin, med en stock koncentration på 100 µg/µL. Efter 
stempling af kulturerne blev disse sat i inkubator, på 37 °C, indtil næste dag (fig. 8).  
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Fig. 8: To stemplede agarplader efter en dag i inkubator. Den ene agarplade var opbevaret i 37 °C (tv.), 
mens den anden var opbevaret i 32 °C (th.) (Foto af Phillip A. Thorsted).  
 
Bakteriekolonier i hver stempling, hvor der var tydelige afgrænsninger mellem kolonierne, blev 
optalt den efterfølgende dag. Ved optællingen blev nogle kolonier udeladt fra resultatet og blev 
ikke brugt til videre beregninger. I de tilfælde hvor en koloni blev udeladt fra resultatet, var hvis 
der var en enkelt koloni på pladen, i en fortyndingsrække hvor der forinden ikke var kolonier, fx 
den enkelte koloni på agarpladen til højre i række syv, i kolonne to fra venstre (fig. 8). Hvis der på 
agarpladen var en fortyndingsrække med mange kolonier, bortset fra et enkelt sted midt i 
fortyndingsrækken hvor der ikke var nogle kolonier, blev dette ene sted uden kolonier udeladt fra 
resultatet. Et eksempel på en sådan udeladelse ses på fig. 8, på agarpladen til venstre i række 3, i 
kolonne 3 fra venstre. Disse tal blev senere brugt til, at regne ud hvor mange levende celler der var 
i prøven, hvilket dermed kunne bruges til at regne overlevelsesraten ud før og efter frys. 
 
De 12 eppendorfrør til nedfrysning, blev frosset ned til -18 °C i ca. 24 timer. Nukleationstiden for 
hver nedfrosset prøve blev målt, da nukleeringen sker stokastisk. Formålet var at undersøge om 
prøverne nukleerede samtidig samt om der var en sammenhæng mellem nukleationstiden og 
overlevelsesraten. Termokoblere var sat fast med tape udenpå eppendorfrørene indeholdende de 
forskellige kulturer. Nukleationstiden blev fastlagt som det punkt hvor det i datapunkterne kunne 
observeres, at der forekom en drastisk stigning i temperaturen efterfulgt af en aftagende 
temperatur (fig. 13 og 15 i resultatafsnittet). Dannelsen af is er en eksoterm reaktion og derfor 
steg temperaturen markant. 
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Den efterfølgende dag blev de nedfrosne kulturer optøet i 30 minutter ved stuetemperatur. Disse 
kulturer blev ligeledes stemplet på agarplader efter, at de var blevet fortyndet i samme type 
fortyndingsrække som bakterierne før frys. Efter et døgn i inkubator blev bakterierne ligeledes 
talt, så overlevelsesraten for bakterierne kunne udregnes.   
 
Variation af standardforsøg 
Efter nogle de første reelle forsøg, kunne det være svært at tælle et præcist antal bakterier på 
agarpladerne. Dette skyldtes at mikrotiter-stemplet afsatte kulturer i et lille areal, så ved et stort 
antal bakterier ville disse vokse ind i hinanden. Derfor blev temperaturen på inkubatoren sat ned 
til 32 °C, da dette gjorde bakterierne lettere at tælle (fig. 8). 
Da rekrystalliseringen foregår hurtigere ved temperaturer lige under frysepunktet, blev nogle af 
kulturerne opbevaret ved -5 °C i stedet for -18 °C, for at undersøge om dette ville have en 
betydning for overlevelsesraten. Ved denne undersøgelse blev 24 eppendorfrør, heraf 12 med 
RmAFP kultur og 12 med His-tag kultur, frosset ned til -18 °C. Efter 2 timer blev 12 eppendorfrør, 
heraf seks af hver slags kultur, overført til en fryser på -5 °C indtil næste dag. Grunden til at 
bakterierne stod i -18 °C i to timer, var at de med stor sandsynlighed havde nukleeret. Ved 
optøning af prøver ved -5 °C, var der en standardiseret optøningstid på 22 minutter ved 
stuetemperatur. Herefter blev der foretaget en stempling på samme måde som i 
standardforsøget. 
Fortyndingsrækken for nedfrosne prøver blev løbende tilpasset for at gøre det nemmere at tælle 
de overlevende celler. Både ved -5 °C og -18 °C, blev fortyndingsrækken ændret således, at der 
indledningsvis blev lavet en 10x fortynding. Derefter blev der lavet en 3x fortynding i de to første 
rækker i mikrotiterpladen og en 2x fortynding i de resterende rækker (fig. 9). 
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Fig. 9: Afbildning af en mikrotiterplade, samt fortyndingsrække til optøede bakterier.  
Til højre ses fortyndingsrækkens forskellige fortyndinger, tallene i parentes viser, hvordan den ønskede 
fortynding blev opnået. Tallet på venstre side af pilen angiver mængden af fortynding i µL der skulle 
overføres til hver brønd i rækken fra bønde i rækken før. Til række A blev overført 56 µL fra eppendorfrør 
med kultur, som var fortyndet 100, 10 eller 0 gange. Tallet på højre side af pilen angiver mængden af LB 
medium i µL, der allerede var i brønden. Øverst ses hvilke kulturer der kom i hvilke kolonner. Totalvolumen 
i alle brønde var 100 µL (Illustration af Kasper A. B. Hansen). 
 
Indledende forsøg 
Optøningstiden blev fastsat ved et forsøg, hvor det blev undersøgt hvor lang tid det tog for rent LB 
medium at optø efter at have været frosset ned til -18 °C eller -5 °C.  
Ved et enkelt nedfrysningsforsøg, blev der prikket hul i låget på halvdelen af eppendorfrørene, for 
at undersøge om underafkøling kunne forhindres. Iskrystaller i luften, i fryseren, havde hermed 
mulighed for at falde ned gennem hullerne i eppendorfrørene og derved få væsken til at nukleere. 
I dette forsøg blev BL21 kultur tilsat til otte eppendorfrør. De blev herefter opbevaret ved -18 °C 
med termokoblere påsat, hvoraf der blev lavet hul i låget på fire eppendorfrør.   
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Resultater  
Følgende afsnit indeholder resultater fra dette projekts forsøg og vil kort beskrive hvordan grafer 
over resultaterne er blevet lavet. Først bliver overlevelsesraterne fra forsøg med valg af kontrol 
gennemgået. Herefter er søjlediagrammer for overlevelsesrater, ved nedfrysning til -18 °C og -5 °C 
med hhv. RmAFP og His-tag præsenteret. Derudover er grafer for nukleationstiderne vist, både for 
RmAFP kulturer og His-tag kulturer, samt kulturer i de indledende forsøg, hvor det blev undersøgt 
om underafkøling kunne forhindres. Til sidst præsenteres grafer over sammenhængen mellem 
nukleationstid og overlevelsesrate. 
 
Overlevelsesrater 
De optalte bakterier fra agarpladerne blev brugt til at beregne det gennemsnitlige antal af 
bakterieceller i prøverne for hhv. før frys og efter frys. Forskellen, på antallet af bakterier før og 
efter frys, blev brugt til at beregne overlevelsesraten for både E. coli med RmAFP plasmid og His-
tag plasmid. For hver overlevelsesrate blev standard error (SE) beregnet, for at bestemme 
usikkerheden af overlevelsesraten (se beregninger i appendix B). Der var stor varians i resultaterne 
og derfor blev resultater fra forskellige dage ikke poolet, men i stedet blev resultater, som havde 
fået samme behandling samlet i fælles grafer. Overlevelsesrater for E. coli, uden plasmid og His-
tag plasmid, fra forsøg til valg af kontrol, blev plottet i et søjlediagram (fig. 10). Efterfølgende blev 
overlevelsesrater fra forsøg med RmAFP og His-tag plottet. De blev plottet i to fælles 
søjlediagrammer, et for nedfrys til -18 °C og et til -5 °C (fig. 11 og 12). 
Valg af kontrol 
I de indledende forsøg blev overlevelsesraten for kontrolgruppen med His-tag plasmid og 
kontrolgruppen uden plasmid sammenlignet, ved nedfrysning til -18 ˚C. Disse to kontrolgrupper 
blev sammenlignet for at undersøge hvilken kontrolgruppe, der var mest optimal at benytte. For at 
undersøge om IPTG havde en effekt på overlevelsesraten, fik to prøver tilsat IPTG, mens to andre 
prøver ikke fik tilsat IPTG (fig. 10) 
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Fig. 10: Overlevelsesrater for E. coli, uden plasmid og med His-tag plasmid, som er frosset ned til -18 °C. Y-
aksen viser overlevelsesraten i procent. Der blev tilsat ampicillin til bakterier med His-tag plasmid, men ikke 
til bakterier uden plasmid. Til to af prøverne er der tilsat IPTG mens der til de to andre ikke er. 
 
Det fremgår af fig. 10 at kontrolgruppen med His-tag plasmidet har en overlevelsesrate på 1,42 % 
og 0,98 % for hhv. uden og med IPTG. Kontrolgruppen uden plasmid har en overlevelsesrate på 
hhv. 15,04 % uden IPTG og 29,42 % med IPTG. Det ses at overlevelsesraten er størst for 
kontrolgruppen uden plasmid, både ved tilsætning af IPTG og uden tilsætning af IPTG. Dermed ses 
den største overlevelsesrate hos kontroller, som ikke har fået tilsat ampicillin. Yderligere ses det at 
overlevelsesraten for kontroller uden plasmid er næsten fordoblet når IPTG er tilsat, i forhold til 
når det ikke er tilsat. For kontrollen med His-tag plasmid ses at overlevelsesraten er omkring 30 % 
lavere når IPTG er tilsat, i forhold til når IPTG ikke er tilsat.   
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Forsøg med RmAFP og His-tag 
 
 
Fig. 11: Overlevelsesraten for E. coli med RmAFP plasmid (blå) og His-tag plasmid (rød), som er blevet 
frosset ned til -18 °C hhv. d. 18. marts, d. 8. april, d. 13. april og d. 14. april. Y-aksen viser overlevelsesraten i 
procent.  
 
Det ses på fig. 11 at overlevelsesraterne, for nedfrys til -18 °C, er i et forholdsvist bredt interval. 
Overlevelsesraterne for RmAFP og His-tag, er d. 18. marts, hhv. 1,44 % og 1,67 %, som er de 
største overlevelsesrater der ses. D. 8. april var der en overlevelsesrate på 0,09 % for RmAFP mens 
overlevelsesraten for His-tag var 0,004 %. Denne dag var der ingen SE for His-tag grundet at der 
kun kunne tælles én koloni på agarpladen efter frys og dermed kunne SE ikke beregnes. D. 13. april 
og 14. april var overlevelsesraten for RmAFP hhv. 0,29 % og 0,06 %, mens de for His-tag var hhv. 
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0,08 % og 0,01 %. Det ses at overlevelsesraten er størst for RmAFP kulturer tre af dagene, mens 
overlevelsesraten for His-tag kun er størst én enkelt dag, d. 18. marts.   
 
 
Fig. 12: Overlevelsesraten for E. coli med RmAFP plasmid (blå) og His-tag plasmid (rød), som er blevet 
frosset ned til -5 °C hhv. d. 8. april, d. 13. april og d. 14. april. Y-aksen viser overlevelsesraten i procent.  
 
Det ses på fig. 12 at overlevelsesraterne for RmAFP er hhv. 0,18 %, 0,1 % og 0,01 %, mens de for 
His-tag er hhv. 0,21 %, 0,14 % og 0,01 %. D. 8. og 13. april ses det at overlevelsesraten for His-tag 
er størst, mens overlevelsesraten for RmAFP er størst d. 14. april.  
 
Nukleationstider 
Nukleationstiderne er fundet ved at måle temperaturen på prøverne, med RmAFP kultur eller His-
tag kultur, fra de blev placeret i -18 °C og to timer frem. Herefter blev temperaturen i °C plottet 
som funktion af tiden i sekunder, herved kunne nukleationstidspunktet aflæses som det punkt på 
grafen hvor der ses en drastisk temperaturstigning (fig. 13 og 16). Efterfølgende blev 
gennemsnittet for nukleationstiderne fundet og sat ind i søjlediagrammer, med tilhørende SE (fig. 
14 og 16). Dette blev gjort både for nukleationstider, som blev fundet i forbindelse med test af 
underafkøling, og for nukleationstiderne for RmAFP kulturer og His-tag kulturer.   
Nukleationstider i forhold til underafkøling 
I de indledende forsøg blev det undersøgt om underafkøling kunne forhindres ved at prikke hul i 
låget på halvdelen af de otte eppendorfrør. Hvis underafkøling kunne forhindres, ville prøverne 
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med hul i låget nukleere nogenlunde samtidig. De målte værdier for temperaturen i °C, og tiden i 
sekunder, blev plottet ind i en graf (fig. 13).  
 
 
Fig. 13: Nukleationstid for prøver med BL21-kultur, der er blevet frosset ned til -18 °C. Fire af prøverne har 
hul i låget (+ Hul), mens de resterende fire ikke har hul i låget (- Hul). Y-aksen viser temperaturen i grader 
celsius, og x- aksen viser tiden i sekunder. 
 
BL21-kulturerne i eppendorfrør, med hul i låget, nukleerede efter hhv. 1020, 1228, 1528 og 1652 
sekunder, mens de resterende kulturer havde nukleationstider på 1176, 1460, 1616 og 2652 
sekunder. Alle kulturer nukleerede ved temperaturer i intervallet -14 til -16 °C (se Fig. 13 og 
appendix C). Nukleationstidspunkterne for prøver med hul i låget varierer med 632 sekunder, 
mens der for prøver uden hul i låget ses en variation på 1192 sekunder. Dermed ses den største 
variation i nukleationstider hos BL21-kulturer opbevaret uden hul i låget.  
 
Efterfølgende blev der lavet et søjlediagram, som viser gennemsnittet af nukleationstiderne for 
BL21-kulturer med og uden hul i låget (fig. 14).  
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Fig. 14: Gennemsnittet af nukleationstider for BL21-kulturer opbevaret med hul i låget og BL21-kulturer 
opbevaret uden hul i låget, ved – 18 °C. Y-aksen viser tiden i sekunder.  
 
Det fremgår af fig. 14 at gennemsnittet af nukleationstiderne for kulturer opbevaret med hul i 
låget er 1357 sekunder, mens det for kulturer opbevaret uden hul i låget er 1726 sekunder. 
Dermed ses det at kulturer med hul i låget gennemsnitligt nukleerer før kulturer som er opbevaret 
uden hul i låget.  
Nukleationstider for forsøg med RmAFP og His-tag 
Nukleationstiderne er blevet målt d. 18. marts, d. 7. april og d. 13. april. Temperaturen, i °C, blev 
sammen med tiden, i sekunder, for hver dag plottet ind i grafer. Grafen med data fra d. 18. marts 
fremgår af fig. 15 mens de to resterende grafer ses i appendix C. Ud fra data er den tid og 
temperatur som de forskellige E. coli-kulturer nukleerede ved, blevet aflæst og fremgår af tabel 1. 
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Fig. 15: Nukleationstid for prøver med hhv. RmAFP og His-tag, der er blevet frosset ned til -18 °C, d. 18. 
marts. Y-aksen viser temperaturen i grader celsius, og x- aksen viser tiden i sekunder. 
 
Af fig. 15og tabel 1 ses det, at nukleationstiderne for prøverne med RmAFP og His-tag, d. 18. 
marts, indtræffer i et bredt interval. Nukleationstiderne for RmAFP kulturerne er hhv. 892, 2116 
og 4100 sekunder, hvor de ca. nukleerede i intervallet -11 til -19 °C. Kulturerne med His-tag 
nukleerede efter hhv. 1588, 3264 og 6588 sekunder, omkring intervallet -16 til -19 °C. 
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Tabel 1: Nukleationstider for prøver med RmAFP og His-tag, som er frosset ned til -18 °C, hhv. d. 18. marts, 
7. april og d. 13. april. Første kolonne angiver datoen samt om der er tale om RmAFP plasmid eller His-tag 
plasmid. Anden kolonne angiver nukleationstidspunktet i sekunder mens den tredje kolonne angiver 
hvilken temperatur, i °C, nukleeringen skete ved.  
 
 
 
I tabel 1 ses at kulturerne med RmAFP, d. 7. april, nukleerede i temperaturintervallet -14 til -18 °C, 
hvor nukleationstiderne for de enkelte prøver var 1208, 1400, 1652, 1768 eller 1844 sekunder. 
pUC57-plasmidet blev denne dag anvendt som kontrol og fremgår derfor ikke som kontrol. Tabel 1 
viser også at nukleationstiderne for RmAFP kulturerne, d. 13. april, er 1732, 1836, 2444 og 3524 
sekunder, hvor de nukleerede i intervallet -16 til -18 °C. Kulturerne med His-tag nukleerede efter 
1876 og 3888 sekunder, ved temperaturer omkring -17 og -18 °C. 
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Resultaterne i tabel 1 blev efterfølgende brugt til at beregne gennemsnittet af nukleationstiderne 
for kulturerne med RmAFP og for kulturer med His-tag. De beregnede gennemsnit blev herefter 
samlet i ét diagram, som fremgår af fig. 16. 
 
Fig. 16: Gennemsnit af nukleationstider for prøver med RmAFP (blå) og His-tag (rød), der er blevet frosset 
ned til -18 °C. Y-aksen viser tiden i sekunder.  
 
Det ses på fig. 16 at gennemsnittet for RmAFP kulturerne er 2045 sekunder, og 3443 sekunder for 
His-tag kulturerne. Det fremgår af figuren at kulturer med RmAFP gennemsnitligt nukleerer før 
His-tag kulturerne.  
 
Sammenhængen mellem nukleationstid og overlevelsesrate 
Overlevelsesrater for dagene, d. 18. marts og d. 13. april, er blevet afbildet som funktion af de 
dertilhørende nukleationstider (fig. 17). Dette er ligeledes gjort for overlevelsesrater og 
nukleationstider fra d. 7. april (fig. 18). Overlevelsesrater fra d. 18. marts og d. 13. april er 
afbilledet sammen da overlevelsesraterne er i ca. samme interval.  
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Fig. 17: Overlevelsesraten som funktion af nukleationstiden, med RmAFP (rød) og His-tag (blå). X-aksen 
viser nukleationstiden i sekunder, og y-aksen viser overlevelsesrate i procent, for både d. 18. marts og d. 
13. april.  
 
 
Fig. 18: Overlevelsesraten som funktion af nukleationstiden, med RmAFP (blå). X-aksen viser 
nukleationstiden i sekunder, og y-aksen viser overlevelsesraten i procent, for d. 7. april.  
 
Det fremgår af fig. 17 og 18 at datapunkterne ligger tilfældigt og det ser umiddelbart ikke ud til at 
der er en sammenhæng mellem nukleationstiden og overlevelsesraterne.     
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Diskussion 
I følgende afsnit vil resultaterne af forsøgene blive diskuteret. Først redegøres der for de fejlkilder 
og usikkerheder, der generelt forekommer i forsøgene og som muligvis har haft en effekt på 
resultaterne. Herefter vil det blive diskuteret hvilken kontrolgruppe der var mest optimal at bruge. 
Dernæst vil overlevelsen af celler i kulturerne blive diskuteret i forhold til teoriafsnittene. Herefter 
vil overlevelsesraterne for kulturer opbevaret i -18 °C blive sammenlignet med overlevelsesraterne 
for kulturer i -5 °C. Derudover vil celleoverlevelsen for kulturer med RmAFP blive sammenlignet 
celleoverlevelsen for kontrollen. Yderligere vil det blive diskuteret om underafkøling kunne undgås 
ved at prikke hul i låget på prøverne samt om der er en sammenhæng mellem nukleationstiderne 
og overlevelsesraterne. Det vil yderligere blive diskuteret hvordan forsøgene kunne være 
optimeret. 
 
Fejlkilder og usikkerheder 
Ved tilsætning af IPTG, begynder RmAFP at blive udtrykt i de kulturer, som indeholder plasmid 
med RmAFP-sekvens. Hvis kulturerne ikke har vokset i præcis to timer, er der en fejlkilde her ved 
at der muligvis ikke er udtrykt lige meget RmAFP i hvert forsøg og dermed vil koncentrationen af 
RmAFP ikke være den samme. Dette kan have en indflydelse på overlevelsesraten af bakterier, der 
udtrykker RmAFP, ved nedfrysning. 
 
Når der skulle laves en fortyndingsrække i mikrotiterpladerne, ville der være risiko for fejl ved 
pipettering således, at der ikke blev lavet en korrekt fortyndingsrække. En ukorrekt 
fortyndingsrække kan have betydet, at der enten var færre eller flere bakterier på agarpladen end 
forventet. Ved stempling af bakterier, blev der i de indledende forsøg observeret, at hvis 
agarpladerne var skæve kunne mikrotiter-stemplet ikke afsætte væske fra alle brønde i 
mikrotiterpladen. Derfor skulle agarpladerne være helt lige for at et korrekt mikrotiter-aftryk 
kunne laves. Selvom agarpladerne var helt lige, er der også en fejlkilde ved selve stemplet. Det kan 
variere hvor meget væske der tages op fra hver brønd i mikrotiterpladen, hvilket vil have en 
indflydelse på antallet af bakterier der afsættes på agarpladen. Derudover er bakterierne i 
mikrotiterpladen ikke nødvendigvis fordelt homogent i opløsningen, hvilket betyder at mængden 
af bakterier, der overføres fra stemplet til agarpladen, afhænger af tilfældigheder. Denne 
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usikkerhed er også gældende for fortyndingsrækkerne, når kulturerne overføres fra én brønd til en 
anden. Et for varmt stempel, efter steriliseringen, kan også resultere i at bakterierne ville blive 
slået ihjel og dermed ville der ikke vokse lige så mange kulturer på agarpladen.  
 
De førnævnte fejlkilder er generelle, mens de følgende er specifikke fejlkilder i de enkelte forsøg. 
D. 18. marts var den endelige standardmetode endnu ikke fastlagt og derfor blev prøverne frosset 
ned efter en 100x fortynding af OD600 = 0,3, mens alle prøver for andre dage blev frosset ned uden 
en 100x fortynding. Dette kan have betydet at der blev frosset et mindre antal celler ned d. 18. 
marts i forhold til de andre forsøg. Der var d. 18. marts endnu ikke fastsat en standard tøtid og det 
er derfor ikke noteret hvor længe prøver fra denne dato stod til optøning. Alle prøver indtil d. 18. 
marts har vokset ved 37 °C i inkubator, mens alle andre prøver har vokset ved 32 °C. Som det 
sidste er der for d. 18. marts ikke blevet lavet samme fortyndingsrække, efter frys, som i de andre 
forsøg. D. 8. april er der efter optøning lavet en 100x fortynding inden selve fortyndingsrækken, 
mens der d. 14. april kun er lavet en 10x fortynding og der d. 13. april ikke er lavet en fortynding.  
 
Valg af kontrol 
Det kan ses på fig. 10, at kontrolgruppen uden plasmid har fordoblet overlevelsesraten ved 
tilsætning af IPTG. Overlevelsesraterne er hhv. 15,04 % og 29,42 %. Da tilsætning af IPTG er den 
eneste parameter til forskel, må dette betyde at IPTG øger overlevelsesraten. For at vurdere om 
der statistisk er en signifikant forskel mellem de to overlevelsesrater, skal der bestemmes en p-
værdi for disse. Der er samtidig fastsat et signifikansniveau på 0,05 (se appendix D). Den 
udregnede p-værdi for dette forsøg er 0,025 < p < 0,05, hvilket betyder at det statistisk kan 
bekræftes at der er en forskel mellem overlevelsesraterne. Dette betyder at tilsætningen af IPTG 
øger overlevelsesraten hos bakteriekulturer uden plasmid.  
Derudover kan det ses, at overlevelsesraten hos kontrolgruppen His-tag, tilsat IPTG, er 30 % lavere 
end overlevelsesraten for His-tag, uden IPTG. Den udregnede p-værdi for dette forsøg er p > 0,2 
hvilket betyder at der statistisk ikke er nogen forskel på de to overlevelsesrater. Derfor kan der 
argumenteres for at tilføjelsen af IPTG, ikke påvirker overlevelsesraten for bakteriekulturene med 
His-tag plasmid, men at tilføjelsen af IPTG til kontrolgruppen uden plasmid, øger 
overlevelsesraten. 
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Derudover har kontrolgruppen uden plasmid ikke fået tilsat ampicillin i LB medium. Dette betyder 
at der ud fra en sammenligning mellem His-tag og kontrolgruppen uden plasmid, kan ses om 
ampicillin påvirker overlevelsesraten. Denne sammenligning skal være for kontrolgrupper uden 
IPTG, da den eneste parameter til forskel dermed er ampicillin. Det kan ses på fig. 10 at den 
største overlevelsesrate er hos kontrolgruppen uden plasmid på 15,04 %, mens His-tag har en 
overlevelsesrate på 1,45 %. Dette indikerer at ampicillin muligvis har en hæmmende effekt på 
overlevelsesraten. Den udregnede p-værdi for dette forsøg, er p < 0,0005, hvilket betyder at der 
statistisk er en forskel på de to overlevelsesrater. Derfor kan der argumenteres for at ampicillin 
muligvis hæmmer overlevelsesraten. 
Kulturer med RmAFP plasmid skal have tilsat ampicillin for at sikre, at de ikke smider deres plasmid 
og derved ikke udtrykker RmAFP. Da det er blevet påvist at ampicillin muligvis sænker 
overlevelsesraten, skal begge grupper have tilsat ampicillin for at give dem samme behandling. Da 
kontrolgruppen His-tag kan vokse i ampicillin, er denne den mest optimale kontrolgruppe. 
Yderligere er det blevet påvist at det ved brug af denne kontrolgruppe, rent statistisk ikke spiller 
en rolle at tilføje IPTG, men dette blev tilsat således at både kontrollen og RmAFP fik samme 
behandling. 
 
Overlevelsesrater  
Hypotesen for dette projekt er at overlevelsesraten for kulturer med RmAFP ville være større end 
kontrollens overlevelsesrate. Forsøg foretaget ved -18 °C viser at kulturer med RmAFP har en 
overlevelsesrate, der varierer mellem 0,06 % og 1,44 %, mens overlevelsesraterne for His-tag 
kulturerne er mellem 0,004 % og 1,67 % (fig. 11). Tre ud af fire dage er RmAFP kulturers 
overlevelsesrater højere end dem for kulturer med His-tag. Den ene dag, d. 18. marts, hvor 
overlevelsesraten var højere for His-tag kulturen, er SE for RmAFP kulturen 1,23 %, og 0,42 % for 
kontrollen. Sammenlignes SE med de respektive kulturers overlevelsesrater, er SE for RmAFP 
størst og dermed er der den største usikkerhed omkring denne overlevelsesrate. SE for kontrollen 
udgør ca. 27 % af selve overlevelsesraten, mens RmAFPs SE udgør omkring 87 %. At His-tag 
kulturen for denne dag har en højere overlevelsesrate end RmAFP kulturen kan skyldes de 
tidligere nævnte fejlkilder. Kulturerne fra denne dag blev frosset ned, med en 100x fortynding, 
hvilket betyder at OD600 var lavere end 0,3. Dette kan være en faktor, der har haft indflydelse på 
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SE og overlevelsesraten. Grunden til de høje overlevelsesrater, der ses d. 18. marts i forhold til de 
andre dage, kan skyldes at tøtiden endnu ikke var fastlagt. Dermed kan prøverne have haft en 
længere optøningstid og bakterierne har derfor kunnet nå at dele sig, hvilket vil påvirke resultatet 
for overlevelsesraten således, at overlevelsesraten er højere, som det også fremgår af fig. 11.  
De resterende dage hvor overlevelsesraterne for RmAFP kultur var højere end dem for His-tag 
kulturerne, ses at overlevelsesraten, for både RmAFP kulturen og His-tag kulturen er under 1 % 
(Fig. 11). De er hhv. 0,09 %, 0,29 % og 0,06 % for RmAFP kulturerne og 0,004 %, 0,08 % og 0,01 % 
for His-tag kulturerne. Trods usikkerheder, viser 75 % af resultaterne at overlevelsesraten for 
RmAFP er størst i -18 °C. Dette resultat følger teorien om at RmAFP øger overlevelsesraten for 
cellerne ved nedfrysning. 
 
For forsøg foretaget ved -5 °C ses det på fig. 12 at overlevelsesraten for RmAFP kulturer er højere 
end His-tag kulturer d. 14. april, hvor overlevelsesraterne er 0,05 % og 0,01 % for hhv. RmAFP og 
His-tag. D. 8. og 13. april er overlevelsesraten højest hos His-tag kulturer. Dette svarer til at 
overlevelsesraterne for RmAFP er højere end overlevelsesraterne for His-tag i 33 % af tilfældene. 
Sammenlignes overlevelsen for RmAFP kulturen fra d. 14. april med den for RmAFP kulturen, 
opbevaret i -18 °C, samme dag, stemmer det overens med teorien omkring rekrystallisering. 
Overlevelsesraten for kulturen opbevaret ved -5 °C er 17 % lavere end overlevelsesraten ved -18 
°C. Den lavere overlevelse ved -5 °C kan forklares ved, at rekrystalliseringen forekommer hurtigere 
ved temperaturer under frysepunktet. Derved udsættes bakterierne for et større mekanisk stress 
fra rekrystalliseringen i forhold til bakterier i -18 °C, hvor rekrystalliseringen forløber 
langsommere. Denne sammenhæng forekommer også for RmAFP kulturerne fra d. 13. april, hvor 
overlevelserne er 0,1 % og 0,29 % i hhv. -5 °C og -18 °C. Det modsatte er gældende for RmAFP 
kulturen d. 8. april, hvor overlevelsesraterne er 0,18 % og 0,09 % i hhv. -5 °C og -18 °C. 
Overlevelsesraten for His-tag kulturerne, d. 13. april og d. 8. april, er halveret eller mere end 
halveret i -18 °C i forhold til i -5 °C, og er uændret for His-tag kulturerne d. 14. april. 67 % af 
overlevelsesraterne for RmAFP i -18 °C er større end overlevelsesraterne i -5 °C, hvilket kan skyldes 
at der ved nedfrysning kun er dannet is ekstracellulært, så rekrystalliseringen ikke hæmmes af 
RmAFP, da proteinerne kun udtrykkes intracellulært. Denne tendens følger teorien om at 
rekrystallisering foregår hurtigere ved temperaturer lige under frysepunktet. I det tilfælde hvor 
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overlevelsesraten for RmAFP er størst i -5 °C, stemmer det ikke overens med samme teori om 
rekrystallisering, hvilket kan skyldes dannelsen af intracellulær is. Intracellulær is kan være med til 
at stabilisere cellemembranen og yderligere vil cellen ved optøning være udsat for et mindre 
osmotisk stress da der allerede er vand tilstede i cellen.   
 
Sammenlagt viser fire ud af syv, dvs. 57 %, af forsøgsresultaterne, at kulturer med RmAFP havde 
en højere overlevelsesrate, mens de resterende 43 % af resultaterne viser at kontrollen havde en 
højere overlevelse. På baggrund af dette ses der ikke en tydelig tendens i forhold til at RmAFP øger 
overlevelsesraten i forhold til kontrollen. Beregnes det hvor stor en procentdel overlevelsesraten 
øges hos RmAFP i forhold til kontrollen, kan det dog observeres at RmAFP øger overlevelsesraten 
med hhv. 72 %, 83 % og 96 %, i -18 °C. D. 18. marts er overlevelsesraten for kontrollen 14 % højere 
end den for RmAFP, i 18 °C. I -5 °C ses der den samme tendens d. 14. april, hvor RmAFP øger 
overlevelsesraten med 80 % i forhold til kontrollen. De resterende to dage ses at overlevelsen for 
kontrollen er hhv. 14 % og 29 % større end overlevelsen hos RmAFP. I de tilfælde hvor RmAFP har 
haft en højere overlevelsesrate end kontrollen, skyldes det muligvis at isdannelsen er blevet 
hæmmet af RmAFP, hvilket har resulteret i at overlevelsen af celler er blevet øget, pga. RmAFPs 
rekrystalliseringshæmmende egenskaber. Cellerne i dette projekts forsøg har kun udtrykt RmAFP 
intracellulært, hvilket derfor ikke har haft en hæmmende effekt på ekstracellulær is. 
Overlevelsesraterne for kulturerne med RmAFP kunne muligvis have været større hvis RmAFP var 
blevet tilsat ekstracellulært, da det mekaniske stress på cellen muligvis ville mindskes.  
 
Nukleationstider 
I de forsøg hvor det blev undersøgt om underafkøling kunne forhindres, ses det på fig. 14, at 
gennemsnittet af nukleationstiderne, for kulturer opbevaret med hul i låget, er 1357 sekunder, 
mens det for kulturer opbevaret uden hul i låget er 1726 sekunder. For at vurdere om der statistisk 
er en signifikant forskel mellem de to gennemsnit af nukleationstiderne, skal der bestemmes en p-
værdi for disse. Der er samtidig fastsat et signifikansniveau på 0,05. P-værdien er blevet bestemt 
til at være, 0,10 < p < 0,20 (se Appendix D). Da p-værdien er over det fastsatte signifikansniveau 
betyder det, at det ikke kan bekræftes, at der er en betydelig forskel mellem de to gennemsnit af 
nukleationstiderne. Statistisk ses der dermed ikke en betydelig forskel på de to gennemsnit, 
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hvilket tyder på at det ikke har nogen betydning at prikke hul i låget og underafkøling kunne 
dermed ikke forhindres. I de resterende forsøg blev der derfor ikke lavet hul i lågene.  
 
Ved pool af nukleationstider, fra d. 18. marts, d. 7. april og d. 13. april, ses det at gennemsnittet 
for RmAFP kulturerne er 2045 sekunder og 3443 sekunder for His-tag kulturerne. Det tyder på, at 
prøver med RmAFP kultur nukleerer før prøver med His-tag (fig. 16). Dette resultat er dog præget 
af at prøver fra d. 7. april kun indeholder RmAFP, som alle nukleerer forholdsvist tidligt i forhold til 
prøver fra de to andre dage (tabel 1). For at vurdere om der er en signifikant forskel på de to 
gennemsnit, bestemmes p-værdien. P-værdien for de to gennemsnit er, 0,10 < p < 0,20 (se 
appendix D). Dermed er der statistisk ikke bevis for at der er en signifikant forskel mellem 
nukleationsgennemsnittene. Det at der statistisk ikke ses en signifikant forskel i gennemsnittene, 
tyder på at prøver med RmAFP og His-tag nukleerer nogenlunde samtidig. 
 
Sammenhæng mellem overlevelsesrater og nukleationstid 
Sammenhængen mellem overlevelsesraterne og nukleationstiderne blev testet ved at plotte 
nukleationstiderne som funktion af overlevelsesraterne. I de to plot, som fremgår af fig. 17 og 18 
ses det at datapunkterne ligger tilfældigt, hvilket tyder på at disse ikke følger nogen bestemt 
sammenhæng. Det blev undersøgt om datapunkterne fulgte nogle bestemte sammenhænge ved 
at indsætte forskellige former for tendenslinjer, herunder linær regression og logaritmisk 
regression. Disse former for sammenhænge kan påvises når R2-værdierne, for tendenslinjen, er så 
tæt på 1 som muligt. De R2-værdier, som blev fundet med de forskellige former for tendenslinjer, 
var så langt fra 1 at der ikke blev fundet nogen plausible tendenslinjer til datapunkterne. Dette 
tyder på at der ikke er nogen sammenhæng mellem overlevelsesrate og nukleationstid. Der kan 
dog være en vis usikkerheder omkring disse resultater, da der kun er fem eller syv datapunkter i 
hvert plot. Dette minimale sæt af data er måske ikke repræsentativt i forhold til, at vise om der en 
sammenhæng mellem nukleationstid og overlevelsesrate. Denne usikkerhed kan minimeres ved at 
øge mængden af data pr. forsøg eller ved at replikere forsøgene nogle flere gange. Det har ikke 
været muligt at finde sammenlignelige forsøg, og det har derfor ikke været muligt at undersøge 
om tilsvarende eller modsigende resultater er opnået i andre forsøg.   
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Generelt ville forsøgsresultaterne formentligt have været mere repræsentative, hvis de havde 
været baseret på flere datasæt. For at mindske usikkerheden omkring RmAFPs betydning for 
celleoverlevelsen ville det kræve yderligere undersøgelser. En af hovedårsagerne til de varierende 
data, kan være, at der blev arbejdet med intracellulær RmAFP, og dette dermed ikke har 
indvirkning på rekrystalliseringen uden for cellerne. Dog kan det tænkes, at RmAFP fra klemte 
celler, kunne komme ud i mediet, og stadig standse noget af rekrystalliseringen. Det har imidlertid 
ikke været noget, der har kunnet kontrolleres i forsøgene. En anden væsentlig hovedårsag kan 
være de fortyndingsrækker der er blevet lavet i mikrotiterpladerne, som har betydning for hvor 
mange bakterier der afsættes på agarpladerne. Dermed kan en enkelt fejl i fortyndingsrækken føre 
til den store varians, som ses i resultaterne.   
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Konklusion 
Formålet med dette projekt var at undersøge om RmAFP hæmmer isdannelsen og 
rekrystalliseringen i E. coli bakterier der udtrykker RmAFP intracellulært, hvilket muligvis ville øge 
overlevelsesraten. 57 % af forsøgsresultaterne viste at bakterier med RmAFP havde en højere 
overlevelsesrate end bakterier med His-tag. Herved er der ikke en tydelig tendens, der indikerer at 
RmAFP udtrykt intracellulært øger overlevelsesraten. Det kunne dog observeres, at når kulturer 
med RmAFP havde en højere overlevelsesrate end kontrollen, var de øget med 72-96 % 
sammenlignet med kontrollen. Når overlevelsesraterne for kontrollen var højest var de kun 14 % 
eller 29 % højere end overlevelsen for RmAFP kulturerne. Dette indikerer at RmAFP øger 
overlevelsen af celler. Variationen i overlevelsesraterne kan dog skyldes flere faktorer. RmAFP 
udtrykkes kun intracellulært, og hæmmer derfor ikke væksten af ekstracellulære iskrystaller der 
også kan forårsage skade på cellerne. Derudover kan en række fejlkilder samt mængden af data 
også have haft en indflydelse på resultaterne. Forsøgsresultaterne er derfor ikke repræsentative i 
forhold til at kunne be- eller afkræfte projektets hypotese. Dette betyder at det kræver yderligere 
undersøgelser for at be- eller afkræfte hypotesen. 
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Appendix 
Appendix A - Flowdiagram og beregninger 
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Der er igennem projektet blevet standardisering hvor længe kulturer tilsat IPTG skulle stå i 
vandbad, samt hvilken OD600 disse kulturer skulle have når de blev sat i vandbadet. Resultaterne 
fra de indledende forsøg viste, at en kultur med en OD600 på 0,3 havde omkring 300.000 bakterier 
pr. mL. Ud fra dette, blev en fortyndingsrække opsat, således at de to sidste brønde, teoretisk set, 
ikke ville give kolonier efter stempling (Se tabel A.1). 
 
Tabel A.1: Tabellen viser fortyndingsrækken, samt det anslåede antal bakterier i hver enkelt fortynding. 
Placering Fortynding Antal bakterier 
Kultur 0x 300.000 
Eppendorfrør 100x 3.000 
Brønd A 5x 600 
Brønd B 5x 120 
Brønd C 3x 40 
Brønd D 3x 13 
Brønd E 3x 4 
Brønd F 3x 1 
Brønd G 3x 0 
Brønd H 3x 0 
 
Denne fortyndingsrække blev brugt til kulturer der ikke blev frosset ned, men også til optøede 
kulturer. Det viste sig imidlertid, at stemplingerne med optøede kulturer ikke blev lige så klare som 
stemplingerne af kulturer der ikke blev frosset ned. Grundet dette, blev nye fortyndingsrækker 
opstillet for de optøede kulturer, men da der ikke kunne siges noget omkring antallet af levende 
bakterier i kulturerne, blev dette gjort eksperimentelt, ved at regulere fortyndingsrækken og 
observere stemplingerne, indtil en plausibel fortyndingsrække var fundet. 
 
På baggrund af fortyndingsrækken for kulturer der ikke blev frosset ned, blev det besluttet, at 
kulturerne skulle høstes når de havde en OD600 på 0,3. Yderligere skulle det besluttes, hvor lang tid 
kulturerne skulle stå i vandbad med IPTG. For at se en effekt af RmAFP, skulle kulturerne som 
minimum stå med IPTG i to timer, hvilket derfor blev valgt som standard tidsrum kulturerne skulle 
stå i vandbad. En kultur med OD600 på 0,2 blev sat i vandbad i to timer, hvorefter OD600 blev målt 
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til 1,2. Dette gav en anskuelse af, hvor mange fordoblinger en kultur, der stod i vandbad i to timer, 
havde lavet, hvilket i dette tilfælde var 2,5. Med disse informationer, kunne der derved 
bestemmes, hvilken OD600 kulturene skulle have, ved tilsætning af IPTG, for, teoretisk set, at opnå 
en OD600 på 0,3 efter to timer. Dette gjordes ved at dele den ønskede OD600, med det anskuede 
antal fordoblinger en kultur ville lave. Hvis en OD600 på 0,3 ønskedes efter to timer, med et antal 
fordoblinger på 2,5 ville regnestykket se således ud, 
0,3
2,5
= 0,12, altså skulle OD600 ved tilsætning af 
IPTG være 0,12. 
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Appendix B - Rådata og databehandling af overlevelsesrater 
Følgende appendix vil indeholde rådata og de behandlede resultater fra forsøgene. For at vise 
hvordan resultaterne er fremkommet vil et eksempel af databehandling, fra forsøget d. 10. marts, 
blive præsenteret. 
Tabel B1: Antallet af bakterieceller i en koloni til den specifikke fortynding, inkluderer 100x fortynding, som 
blev lavet før rækkerne. (a) før frys, (b) efter frys for d. 10., 11. og 18. marts og (c) efter frys for d. 8., 13. og 
14. april.  
(a) Før frys (b) Efter frys (c) Efter frys 
A 5x 100 A 5x 100 A 3x 100 
B  3x 500 B  3x 500 B  2x 300 
C 3x 2500 C 3x 2500 C 2x 900 
D 3x 7500 D 3x 7500 D 2x 1800 
E 3x 22500 E 3x 22500 E 2x 3600 
F 3x 67500 F 3x 667500 F 2x 7200 
G 3x 202500 G 3x 202500 G 2x 14400 
H 3x 607500 H 3x 607500 H 2x 28800 
 
D. 10. marts 
Tabel B2: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: Uden plasmid, uden IPTG og uden ampicillin  
Før frys 1 2 3 4 5 6 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E 2 6 7 4 4 4 
F  3 2 2 2  
G  1 3    
H   1    
 
Tabel B3: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: Uden plasmid, uden IPTG og uden ampicillin (-18 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 4 5 6 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C 5 8 6 9 3 5 
D 3 3 2 5 2 X 
E 1 X 3  2 4 
F  2     
G       
H       
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Tabel B4: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag, uden IPTG og tilsat ampicillin 
Før frys 7 8 9 10 11 12 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E 14 7 9 6 4 9 
F 2 2 3 2 1 1 
G 2 1 1 1  1 
H 1      
 
Tabel B5: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag, uden IPTG og tilsat ampicillin (-18 ˚C) 
Efter frys 7 8 9 10 11 12 
A X X X X X X 
B 2 5 3 2 1 1 
C   1  1 1 
D     1 2 
E       
F       
G       
H       
 
D. 11. marts 
Tabel B6: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: Uden plasmid, tilsat IPTG og uden ampicillin 
Før frys 1 2 3 4 5 6 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D 5 5 5 10 10 8 
E 3 7 2 3 1 6 
F 1 2 3 1 1 2 
G 1     2 
H             
 
  
Side 47 af 61 
 
Tabel B7: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: Uden plasmid, tilsat IPTG og uden ampicillin (-18 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 4 5 6 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D 2 2 3 5 1 5 
E 
   
2 2 2 
F 
   
1 
 
1 
G   
H             
 
Tabel B8: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag, tilsat IPTG og tilsat ampicillin 
Før frys 7 8 9 10 11 12 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D 7 8 3 5 7 4 
E 3 4 2 2 3 5 
F X 1 2 3 1 5 
G 1 2 1 1 2 1 
H 1 1    1 
 
Tabel B9: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne ikke 
kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag, tilsat IPTG og tilsat ampicillin (-18 ˚C) 
Efter frys 7 8 9 10 11 12 
A X X X X X X 
B 1 3 2 1 4 2 
C 2 1     
D       
E       
F       
G       
H       
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D. 18. marts 
Tabel B10: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP 
Før frys 1 2 3 4 5 6 
A X X X X X X 
B X X X X X  
C 5 3 X 8 4 4 
D 1 2 1 X 3 4 
E 1 2 X X X 1 
F   X 2 1 X 
G   X   2 
H     1       
 
Tabel B11: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP (-18 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 4 5 6 
A   1   2 
B   X    
C   2    
D       
E       
F       
G       
H     
 
      
 
Tabel B12: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag 
Før frys 1 2 3 4 5 6 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D 8 9 9 3 6 6 
E 2 5 1 2 3 5 
F 3 1 1 2 1 3 
G  1     
H  1     
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Tabel B13: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-18˚C) 
Efter frys 1 2 3 4 5 6 
A 2 4 4 5 7 7 
B 1 1 2 3 2 4 
C  1 2 X X 2 
D     1  
E 
     
  
F 
     
  
G 
     
  
H 
     
  
 
D. 8. april 
Tabel B14: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP  
Før frys 1 2 3 7 8 9 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F 22 33 26 25 X 35 
G 12 17 8 13 14 18 
H 1 16 12   4 5 
 
Tabel B15: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP (-5 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 7 8 9 
A 27 30 29 16 27 30 
B 13 15 10 10 9 8 
C 10 9 5 6 3 4 
D 7 3 2 2 3 1 
E 3 4 2 3 1 
 F 1 2 0 
   G 1 1 
    H 
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Tabel B16: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag 
Før frys 4 5 6 10 11 12 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F 21 21 X 28 25 23 
G 12 20 8 10 13 11 
H 5  7  5 5  
 
Tabel B17: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-5 ˚C) 
Efter frys 4 5 6 10 11 12 
B 22 7 X 25 15 19 
B 10 4 7 12 5 10 
C 7 1 10 5 2 3 
D 2 1 6 4 3   
E 1 2 2 2   
F 3  4 1   
G   1    
H       
 
Tabel B18: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP (-18 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 7 8 9 
A X X X 14 6 13 
B 6 8 3 6 2 3 
C 2 5 3 6  7 
D 2 2 3   3 
E       
F       
G       
H 
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Tabel B19: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-18 ˚C) 
Efter frys 4 5 6 10 11 12 
A     1  
B       
C       
D       
E       
F       
G 
      H 
       
D. 13. april 
Tabel B20: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP 
Før frys 1 2 3 7 8 9 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F X X X X X X 
G 17 16 17 18 24 27 
H 3 3 8 8 8 12 
 
Tabel B21: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP 
Før frys 1 2 3 7 8 9 
A  X X X X X  X  
B X  X  X  X  X  X 
C  X  X  X  X  X  X 
D  X  X  X  X  X  X 
E  X  X  X  X  X  X 
F  X  X  X  X  X  X 
G  X X   X  X  X  X 
H 25 27 33 16 22 32 
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Tabel B22: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP, kolonne 1 & 2 var ikke frosne (-5 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 7 8 9 
A   X X X X 
B   X X X X 
C   X X X X 
D   X X X X 
E   X X 16 X 
F   X X 3 X 
G 
  
17 15 X 23 
H 
  
9 7 2 11 
 
Tabel B23: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP (-18 ˚C)  
Efter frys 1 2 3 7 8 9 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F X X X X X X 
G X X 35 X X 35 
H 21 24 19 18 23 27 
 
Tabel B24: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag 
Før frys 4 5 6 10 11 12 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F X X X X X X 
G 25 27 32 25 31 32 
H 9 15 7 7 11 4 
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Tabel B25: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag 
Før frys 4 5 6 10 11 12 
A  X  X X  X X  X 
B  X  X  X  X  X  X 
C  X  X  X  X  X  X 
D  X  X  X  X  X  X 
E  X  X  X  X  X  X 
F  X  X  X  X  X  X 
G X  X  X 35  X X 
H 20 11 5 12 21 8 
 
Tabel B26: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-5˚C) 
Efter frys 4 5 6 10 11 12 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F X X X X X X 
G X X X 18 24 27 
H 42 27 26 8 8 12 
 
Tabel B27: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-18˚C) 
Efter frys 6 7 8 10 11 12 
A   X X X X 
B   X X X X 
C   X X X X 
D   X X X X 
E   X X X X 
F   X X X X 
G 
  
X 37 19 X 
H 
  
17 29 30 13 
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D. 14. april 
Tabel B28: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP 
Før frys 1 2 3 7 8 9 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X X 
F 24 23 20 X 10 14 
G 7 11 13 4 10 11 
H   2 6 2 2 5 
 
Tabel B29: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP 
Før frys 1 2 3 7 8 9 
A X    X    X  X 
B X    X    X  X 
C X    X    X  X 
D X    X    X  X 
E X    X    X  X 
F X    X   17  X 
G 5   6   16 9 
 
Tabel B30: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP (-18 ˚C) 
Efter frys 1 2 3 7 8 9 
A X X X X X X 
B X 8 11 X 9 13 
C X 4 4 7 6 12 
D 7 6 3 7 6 1 
E 5  2 2 1 3 
F 4  1 1  1 
G 1 
 
1 2 
 
2 
H  1 
  
2 
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Tabel B31: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: RmAFP (-5˚C) 
Efter frys 1 2 3 7 8 9 
A X 16 15 X X X 
B 9 4 7 22 
 
22 
C 2 2 9 10 19 15 
D 2 3 
 
9 
  E 2 2 
 
3 
  F 2 1 
 
1 
  G 3 1 
    H 1 
      
Tabel B32: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag 
Før frys 4 5 6 10 11 12 
A X X X X X X 
B X X X X X X 
C X X X X X X 
D X X X X X X 
E X X X X X  X 
F 15 7 9 14 8 13 
G 5 6 5 5 7 6 
H 1     4 1 2 
 
Tabel B33: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag 
Før frys 4 5 6 10 11 12 
A  X  X  X  X  X  X 
B  X  X  X  X  X  X 
C  X  X  X  X  X  X 
D  X  X  X  X  X  X 
E  X  X  X  X  X  X 
F  X  X  X 13 13 10 
G  X 6 7 6 8 6 
H 2 2 3 2 4   
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Tabel B34: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-18 ˚C) 
Efter frys 4 5 6 10 11 12 
A 6 10 3 7 2 3 
B 2 2 4 1 1 2 
C 3 1 
  
2 1 
D 1 1 
   
  
E 1 1 
   
  
F 
 
1 
   
  
G 
     
  
H 
     
  
 
Tabel B35: Antallet af bakteriekolonier på agarpladen. X angiver et aftryk på agarpladen hvor kolonierne 
ikke kunne tælles. Blanke felter angiver at der ikke var vokset nogen bakterier.    
Behandling: His-tag (-5˚C)  
Efter frys 4 5 6 10 11 12 
A 
 
3 3 6 10 7 
B 
  
3 
 
2 2 
C 
  
2 
 
3   
D 
  
1 
  
  
E 
  
1 
  
  
F 
  
1 
  
  
G 
     
  
H 
     
  
 
Databehandling: 
Rådata fra forsøgene er de optalte bakterier kolonier fra agar pladerne (Se tabel B2-B35). Disse 
blev brugt til at beregne antallet af bakterieceller i de oprindelige prøver, ved at gange med 
fortyndingsfaktoren (se tabel B1): 
𝐴𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑟 ∙ 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑦𝑛𝑑𝑖𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟𝑒𝑛 = 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 
 
Et eksempel er brønd E, kolonne 1 (E1) for pladen med kulturen uden plasmid før frys fra d. 10. 
marts (tabel B2): 
2 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑟 ∙ 22500 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑖 𝑠𝑡𝑜𝑐𝑘 𝑝𝑟ø𝑣𝑒 = 45000 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 
 
Dernæst blev det gennemsnitlige antal af bakterieceller for hver kolonne udregnet: 
 
∑ 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑖 𝑏𝑟ø𝑛𝑑
𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑏𝑟ø𝑛𝑑𝑒 𝑖 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒𝑛
= 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡𝑙𝑖𝑔𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑓𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒𝑛 
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Kolonne 1, for pladen uden plasmid før frys fra d. 10. marts: 
 
45000 + 202500
2
= 123750 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡𝑙𝑖𝑔𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑓𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒 1 
 
Disse blev anvendt til at udregne det totale gennemsnit for hele pladen. Dermed opnås det 
gennemsnitlige antal celler i den oprindelige prøve.  
 
∑ 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡 𝑓𝑜𝑟 ℎ𝑣𝑒𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒
𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒𝑟
= det 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡𝑙𝑖𝑔𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑖 𝑜𝑝𝑟𝑖𝑛𝑑𝑒𝑙𝑖𝑔𝑒 𝑝𝑟ø𝑣𝑒 
 
Eksempel på beregning, med uden plasmid fra d. 10. marts før frys: 
 
123750 + 18000 + 376875 + 112500 + 112500 + 90000
6
= 165937,5 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 
 
Dette blev gjort både før og efter frys. 
 
Dernæst blev overlevelsesraten udregnet i procent. Først for de enkelte kolonner ved at tage 
gennemsnittet af celleantallet for kolonnen efter frys, divideret med det totale gennemsnit for 
prøven før frys og ganget det med hundrede for at få det i procent. 
 
𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡𝑡𝑒𝑡 𝑓𝑜𝑟 𝑒𝑛 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑒𝑓𝑡𝑒𝑟 𝑓𝑟𝑦𝑠
det 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡 𝑓𝑜𝑟 𝑝𝑙𝑎𝑑𝑒𝑛 𝑓ø𝑟 𝑓𝑟𝑦𝑠 
∙ 100 = 𝑜𝑣𝑒𝑟𝑙𝑒𝑣𝑒𝑙𝑠𝑒𝑠𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑛𝑡 𝑓𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒𝑛 
 
Eksempel med efter frys for uden plasmid fra d. 10. marts kolonne 1 (tabel B3): 
19166,67
152812,5
∙ 100 = 12,54 % 
 
Dernæst blev den totale overlevelsesprocent for pladen udregnet med samme fremgangsmåde, 
men det totale gennemsnit af prøven efter frys blev divideret med det totale gennemsnit før frys. 
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𝑑𝑒𝑡 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡 𝑓𝑜𝑟 𝑝𝑟ø𝑣𝑒𝑛 𝑒𝑓𝑡𝑒𝑟 𝑓𝑟𝑦𝑠
det 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑔𝑒𝑛𝑛𝑒𝑚𝑠𝑛𝑖𝑡 𝑓𝑜𝑟 𝑝𝑟ø𝑣𝑒𝑛 𝑓ø𝑟 𝑓𝑟𝑦𝑠 
∙ 100 = 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑜𝑣𝑒𝑟𝑙𝑒𝑣𝑒𝑙𝑠𝑒𝑠𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑛𝑡 
 
Eksempel med uden plasmid fra d. 10. marts 
2666,67
165938,5
∙ 100 = 1,42 % 
 
De totale overlevelsesrater fik hver beregnet standard error (SE), for at bestemme usikkerheden af 
overlevelsesraten. Først blev standard afvigelsen (SD) udregnet for at finde spredningen af data: 
𝑆𝐷 =
√∑(𝑌𝑖 − ?̅?)2
𝑛 − 1
 
Hvor Yi er overlevelsesraten for rækkerne, ?̅? er gennemsnittet for det totale plade og n er antallet 
af kolonner. SD anvendes til at beregne SE: 
𝑆𝐸 =
𝑆𝐷
√𝑛
 
SE beskriver pålideligheden af data 
Eksempel fra d. 10. marts, uden plasmid: 
4,79
√6
= 1,95 
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Tabel B36: Resulterner fra forsøgene. Den er opdelt i de to forskellige temperatur -18˚C og -5˚C. For hver 
forsøg er der er blevet angivet overlevelsesraten i procent, SE og hvilken dato forsøget blev lavet. 
(-18˚C) 
10. marts Uden plasmid His-tag 
Overlevelsesrate (%) 15,04 1,42 
SE 1,95 0,5 
   11. marts Uden plasmid His-tag 
Overlevelsesrate (%) 29,42 6,55 
SE 0,99 0,22 
   18. marts RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 1,44 1,67 
SE 1,23 0,42 
   8. april RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 0,09 0,004 
SE 0,01 
 
   13. april RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 0,29 0,08 
SE 0,01 0,02 
   14. april RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 0,06 0,01 
SE 0,01 0,003 
(-5˚C) 
8. april RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 0,18 0,06 
SE 0,04 0,21 
   13. april RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 0,1 0,14 
SE 0,03 0,05 
   14. april RmAFP His-tag 
Overlevelsesrate (%) 0,05 0,01 
SE 0,01 0,004 
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Appendix C - Grafer for Nukleationstiderne 
Følgende appendix vil indeholde grafer over nukleationstider fra d. 7. april og d. 13. april.   
 
d. 7. april 
 
Fig. C1: Nukleationstid for prøver med RmAFP, der er blevet frosset ned til -18 °C, d. 7. april. Y-aksen viser 
temperaturen i grader celsius, og x- aksen viser tiden i sekunder. Kulturerne med RmAFP, d. 7. april, 
nukleerede i temperaturintervallet -16 til -18 °C, hvor nukleationstiderne for de enkelte kulturerne var 
1208, 1400, 1644, 1764 eller 1844 sekunder. pUC57-plasmidet blev denne dag anvendt som kontrol og 
fremgår derfor ikke.   
 
d. 13. april  
 
Fig. C2: Nukleationstid for prøver med hhv. RmAFP og His-tag, der er blevet frosset ned til -18 °C, d. 13. 
april. Y-aksen viser temperaturen i grader celsius, og x- aksen viser tiden i sekunder. Nukleationtiderne for 
RmAFP kulturerne, d. 13. april, er 1736, 1840, 2448 og 3532 sekunder, hvor nukleationen forekommer i 
intervallet -16 til -18 °C. Kulturerne med His-tag nukleerede efter 1880 og 3892 sekunder, ved temperaturer 
omkring -17 og -18 °C.  
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Appendix D - P-værdier 
Følgende appendix indeholder en t-test hvor p-værdierne for hhv. Valg af kontrol (uden plasmid), 
Valg af kontrol (His-tag), Valg af kontrol (10. marts), Nukleationstider (hul i låget) samt 
Nukleationstider (alle) er blevet bestemt. Differencen mellem de undersøgte værdier (ȳ1 - ȳ2), SE(ȳ1-
ȳ2), ts, degrees of freedom (df) og p-værdierne er blevet præsenteret i en tabel. Der er efterfølgende 
eksempler på beregninger af disse tal.   
 
Tabel D1: I tabellen ses værdier for differencen mellem de værdier som p-værdien skal bestemmes for. 
Yderligere er SE(ȳ1-ȳ2), ts, degrees of freedom samt p-værdierne præsenteret.   
  ȳ1 − ȳ2 𝑆𝐸(ȳ1−ȳ2) ts df p-værdi 
Valg af kontrol 
(uden plasmid) 
14,38 6,84 2,10 10 0,025 < p < 0,03 
Valg af kontrol 
(His-tag) 
0,43 0,55 0,78 10 0,2 < p 
Valg af kontrol 
(10. marts) 
13,62 2,02 6,74 10 p < 0,0005 
Nukleationstider 
(hul i låget) 
369 352,29 1,047 6 0,1 < p < 0,2 
Nukleationstider 
(alle) 
1398,27 933,92 1,497 15 0,05 < p < 0,1 
 
 
Eksempel på beregning af SE(ȳ1-ȳ2) for Nukleationstider (alle) 
𝑆𝐸(ȳ𝐻𝑖𝑠−𝑡𝑎𝑔−ȳ𝑅𝑚𝐴𝐹𝑃)√𝑆𝐸𝐻𝑖𝑠−𝑡𝑎𝑔
2 − 𝑆𝐸𝑅𝑚𝐴𝐹𝑃
2 =  √894,882 − 267,212 = 933,92  
 
Eksempel på beregning af ts for Nukleationstider (alle): 
𝑡𝑠 =  
(ȳ𝐻𝑖𝑠−𝑡𝑎𝑔 − ȳ𝑅𝑚𝐴𝐹𝑃)
𝑆𝐸(ȳ𝐻𝑖𝑠−𝑡𝑎𝑔−ȳ𝑅𝑚𝐴𝐹𝑃)
=
1398,27
933,92
= 1,497 
 
Eksempel på beregning af df for Nukleationstider (alle), hvor n er antallet af nukleationstider for 
prøver med hhv. RmAFP og His-tag:  
 
𝑑𝑓 = 𝑛𝑅𝑚𝐴𝐹𝑃 + 𝑛𝐻𝑖𝑠−𝑡𝑎𝑔 − 2 = 12 + 5 − 2 = 15 
 
p-værdien bestemmes ved at aflæse den beregnede ts og df i en tabel over kritiske værdier for t-
testen (Samuels et al., 2014).  
 
 
